Specific aspects of researching the oncogenesis and metastatasing potential of laringeal squamous cell carcinoma by Marinov, V. et al.
1/2021  International Bulletin of Otorhinolaryngology
 29
Резюме
Туморното метастазиране, включващо няколко последователни 
стъпки, започвайки от инвазия на раковите клетки в околните 
тъкани, е ключовият фактор, който компрометира прогнозата на 
раково болните пациенти и отговаря за 90% от смъртността. 2/3 
от диагностицираните пациенти са с локално авансирал процес 
и/ или метастатична болест (стадий III или IV). 
Проучването на молекулярни и клетъчни механизми, водещи до 
формирането и метастазирането на плоскоклетъчния карцином 
от ларингеален произход, би било от клинична полза за разра-
ботването на молекулярна таргетна терапия.
На базата на обширен литературен обзор акцентът е поставен 
върху следните гени – TP53, CDKN2A – exons 1,2,3 and PIK3CA 
– exons 9, 20, като потенциални отговорници за повишава-
не метастатичния потенциал на плосколетъчния карцином от 
ларингеален произход.
Изследването на генетично сродство между карцином и метаста-
за би имало теоретичен принос към опознаването на генотипа и 
мутационния статус на плоскоклетъчните карциноми на глава и 
шия, чийто практически потенциал се изразява като прогностич-
на стойност за преживяемостта на онкоболните и подобряване на 
терапевтичния алгоритъм при диагностицирани пациенти.
Ключови думи: плоскоклетъчен карцином на глава и шия, 
метастазиране, генотип, мутационен статус, таргетна терапия, 
прогностична стойност. 
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Abstract 
Malignant tumor metastasizing, comprised of several consecutive 
steps beginning with local cancer cell invasion, is a key factor which 
compromises the prognosis of cancer patients and is responsible for 
90% of the lethal outcome. 2/3 of our diagnosed patients show with 
locally advanced process and/or metastatic disease (stage III/IV).
Researching key molecular and cellular mechanisms tied to 
development and metastasizing of laryngeal squamous cell carcinoma 
is of clinical importance to developing and using molecular target 
therapy. 
Based on popular literature studies the emphasize was put on the 
following genes: TP53, CDKN2A – accentuating on exons 1,2,3, and 
PIK3CA – exons 9, 20, as primarily connected to the higher mutation 
potential of laryngeal squamous cell carcinoma.
Researching the genetic similarity between carcinoma and metastasis 
could potentially help understanding the genotype and mutation 
potential of Head and Neck squamous cell carcinomas. The practical 
potential use of this knowledge is the developing of predictive 
markers and better therapeutic algorithms for diagnosed patients. 
Key words: Head and Neck squamous cell carcinoma, metastasizing, 
genotype, mutation potential, target therapy, predictive markers
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Раковите образувания на глава и шия се нареж-
дат на шесто място по честота на заболеваемост 
при мъжете в световен мащаб, като плоскокле-
тъчният ларингеален карцином е вторият по 
честота след рака на белия дроб в областта на 
дихателната система. Високорисковите фактори 
за развитие на ларингеален карцином са упо-
требата и консумацията на големи количества 
тютюневи изделия и алкохолни напитки. През 
последните десетилетия се развиха диагностич-
ните подходи и лечение при тези заболявания, 
но въпреки напредъка на медицината туморите 
в тази област се диагностицират в авансирал 
етап от развитието им, което води до лоша про-
гноза за преживяемост при тези пациенти. 
Туморното метастазиране, включващо няколко 
последователни стъпки, започвайки от инвазия 
на раковите клетки в околните тъкани, е клю-
човият фактор, който компрометира прогноза-
та на раково болните пациенти и отговаря за 
90% от смъртността. 2/3 от диагностицираните 
пациенти са с локално авансирал процес и/ 
или метастатична болест (стадий III или IV). 
Преживяемостта на пациентите се определя 
от локо-регионалното повторно появяване на 
процеса, персистенция на процеса, поява на 
далечни метастази или втори първичен тумор. 
Локалната инвазия и метастазирането на рако-
вите клетки са основни причини за смърт. 
Метастазирането е най-сигнификантният прог-
ностичен фактор, като обхващането на лимфни-
те възли от процеса понижава преживяемостта 
с около 40% (Mirisola et al., 2011). Пациентите 
с ларингеален карцином и засягане на шийни-
те лимфни възли имат по-малък интервал на 
ремисия и по-лоша цялостна прогноза. Това, 
от своя страна, налага идентифицирането на 
молекулярни аберации, индициращи инвазив-
ност и метастатичен потенциал. Проучванията, 
провеждани до момента, са насочени или изця-
ло към целия геном, или към отделни гени, без 
конкретно внимание към пътищата на метас-
тазиране и инвазия. Намирането на нови прог-
ностични и диагностични методи е от ключово 
значение за повишаването преживяемостта на 
тези пациенти. Новости в геномиката и моле-
кулната медицина водят до значителен прогрес 
при познанията в инициацията и прогресията 
на онкогенезата. Имайки предвид не докрай 
изяснените ключови молекулярни и клетъчни 
механизми, водещи до плоскоклетъчен карци-
Cancerous lesions of the Head and Neck region are 
the sixth most common oncological disease in male 
patients worldwide. The laryngeal squamous cell 
carcinoma is the second most common carcinoma 
affecting the respiratory system after lung cancer. 
High risk factors for developing laryngeal cancer 
are usage of large quantities of Tabaco products and 
alcohol consumption. In the last decades, there has 
been a big progress in diagnostics and treatment of 
these types of diseases, but nonetheless tumors in 
that anatomical region are being diagnosed in ad-
vanced stage, which worsens the patient’s progno-
sis. 
Tumor metastasizing is a complex process involv-
ing several consecutive steps, beginning with local 
tissue invasion. Metastasizing is a key factor that 
worsens the prognosis of cancer patients, and is re-
sponsible for 90 % of lethality. 2/3 of diagnosed pa-
tients are with locoregionally advanced malignant 
process and/or metastatic disease (stage III or IV).
 Life expectancy of cancer patients is determined 
by locoregional re-emergence, tumor persistence, 
presence of distant metastasis or formation of a sec-
ond primary site. 
Metastasizing is by far the most significant prog-
nostic factor, as the involvement of the regional 
lymph nodes decreases the survival rate by 40 % 
(Mirisola et al.,2011). The patients with laryngeal 
carcinoma and positive neck lymph nodes have a 
shorter remission period and worse overall prog-
nosis compared to other cancer patients. This im-
poses the need to identify molecular aberrations 
that induce invasiveness and metastatic potential. 
Research done until now is focused on the entire 
genome or separate genes, without accentuating on 
the pathways of metastasizing and tissue invasion. 
Developing new prognostic and diagnostic methods 
is of key importance to raising the survival rates of 
these patients. Innovations in genomics and molec-
ular medicine lead to considerable improvement in 
our understanding of the initiation and progression 
of the oncogenesis. Discovering more insufficiently 
researched key molecular and cellular mechanisms 
tied to development of laryngeal squamous cell car-
cinoma is key to developing and using molecular 
target therapy. 
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ном от ларингеален произход (ЛПКК), проуч-
ването на подлежащите механизми би било от 
клинична полза за разработването на молеку-
лярна таргетна терапия.
В световен мащаб науката върви към изготвя-
нето на геномен профил като подход към раз-
учаването, класифицирането и третирането на 
карциноми на глава и шия. 
Цел на бъдещо проучване е подбиране на набор 
от гени, отговорни за повишаване на метаста-
тичния потенциал на плосколетъчния карци-
ном от ларингеален произход. Изследването на 
генетично сродство между карцином и метас-
таза би имало теоретичен принос към опозна-
ването на генотипа и мутационния статус на 
плоскоклетъчните карциноми на глава и шия, 
чийто практически потенциал се изразява като 
прогностична стойност за преживяемостта на 
онкоболните и подобряване на терапевтичния 
алгоритъм при диагностицирани пациенти.
На молекулно ниво ПКК от ларингеален про-
изход е комплексно и хетерогенно заболяване, 
свързвано с множество генетични аномалии, 
асоциирани както с онкогени, тумор супресорни 
гени, загуба на хетерозиготност на множество 
хромозомни локации, увреда експресията на 
ангиогенезни фактори, така и с процеси, свър-
зани с модулация на екстрацелуларния матрикс, 
протеолиза и епигенетични процеси като мети-
лиране. Протоонкогените могат да кодират рас-
тежни фактори, самите рецептори на растеж-
ните фактори, транскрипционни фактори, ком-
поненти на клетъчния цикъл и прочие. Онкоге-
ните кодират онкопротеини, които имат сходна 
функция като нормалните немутантни форми, 
с тази разлика, че са перманентно активирани. 
Резултатът е самодостатъчност на клетката по 
отношетие на растежа и пролиферацията.
Най-честите мутации в клетъчните пътища за 
сигнална трансдукция засягат тирозинкиназ-
ната сигнализация, започвайки от т.нар. тиро-
зинкиназни рецептори (grow factor receptors). 
Тирозинкиназните рецептори са трасмембран-
ни протеини с екстрацелуларен, лиганд-свърз-
ващ домен и цитоплазмен тирозин киназен 
домен. В нормални условия рецепторът е пре-
ходно активен чрез свързване на специфичен 
растежен фактор с извънклетъчния домен, което 
води до промяна в конформацията на рецепто-
ра, неговата димеризация и съответно актива-
ция. Активираният рецептор автофосфорилира 
A global initiative of the medical research commu-
nity is to develop a genome profile as a means of 
understanding, classification, and treating the head 
and neck carcinomas. The aim of a future study is 
to pick a set of genes, known to be responsible for 
elevating the metastatic potential of laryngeal squa-
mous cell carcinoma.
Researching the genetic similarity between car-
cinoma and metastasis could potentially help un-
derstanding the genotype and mutation potential 
of head and neck squamous cell carcinomas. The 
practical potential use of this knowledge is the de-
veloping of predictive markers and better therapeu-
tic algorithms for diagnosed patients. 
On a molecular level SCC with laryngeal origin 
is a complex and heterogeneous disease, associat-
ed with multiple genetic anomalies – oncogenes, 
tumor suppressor genes, loss of heterozygosity in 
multiple chromosome locations, defects in angio-
genetic factors expression, as well as processes as-
sociated with genetic modulation of the extracellu-
lar matrix, proteolysis and epigenetic processes like 
methylation.
Proto-oncogenes can encode growth factors, the 
growth factor receptors, transcription factors, com-
ponents of the cell cycle, etc. Oncogenes encode 
oncoproteins, which have similar functions as the 
normal non-mutant proteins, with one key differ-
ence – the mutant forms are permanently activated. 
The result of that mutation is self-sufficiency of the 
cell in relation to growth and proliferation. 
The most common mutations concerning the cellu-
lar signal transduction pathways affect the tyrosine 
kinase signalization, starting with the tyrosine-ki-
nase receptors (grow factor receptors). Tyrosine ki-
nase receptors are transmembranous proteins with 
extracellular ligand binding domain and cytoplas-
matic thyrosin kinase domain. In regular condi-
tions, the receptor is transiently active due to the 
binding of a specific growth factor with the extra-
cellular domain, which in turn leads to change of 
its conformation, dimerization and activation. The 
activated receptor autophosphorylates the tyrosine 
residues on the intracellular tail, which recruits var-
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тирозиновите остатъци на интрацелуларната си 
опашка, което служи за рекруитмънт на сигнал-
ни молекули. 
Едни от най-важните молекули в това отноше-
тие са RAS и PI3K (12).
Фосфоинозитид 3-киназният (PI3K) сигнален 
път е от особено значение при раковите заболя-
вания на главата и шията, докладван като един от 
най-често мутиралите сигнални пътища. PI3K е 
хетеродимер, състоящ се от регулаторна и ката-
литична субединици. Активира серия от серин/
треонин кинази, вкл. АКТ, активиращ mTOR 
– стимулира липидната и протеинова синтеза. 
PI3K бива негативно регулиран от тумор-супре-
сора PTEN – чест обект на мутации. 
При нормални условия сигналният път промо-
тира клетъчното оцеляване, растежа, развитието 
и диференцияцията. Промени в PI3K сигналния 
път са установени както на генетично, така и на 
белтъчно ниво при ракови заболявания на глава-
та и шията, като в допълнение е установено, че 
промени водят до резистентност към антитиро-
зинкиназна прицелна терапия. Кетъчните линии 
с wild type PIK3CA (див тип, т.е. без мутация) 
показват по-добра чувствителност към тиро-
зинкиназни инхибитори на EGFR (erlotinib) в 
Fig. 1.
Фиг. 1.
ious signal molecules. 
Some of the most important molecules in that rela-
tion are RAS and PI3K (12). 
Phosphoinositide 3-kinase (PI3K) signal pathway 
is of crucial importance to head and neck malig-
nancies. The PI3K pathway is reported as one of the 
most commonly mutated signal pathways. PI3K is 
a heterodimer, consisting of regulatory and catalyt-
ic subunits. PI3K activates a series of serine/thre-
onine kinases, including AKT, activating mTOR- 
stimulating the lipid and protein synthesis. PTEN is 
a tumor suppressor, negative regulator of PI3K and 
a frequent object of mutation. 
In regular conditions, the signal transduction path-
way promotes cell survival, growth, development 
and differentiation. Changes in the PI3K signal 
pathway are present on not only a molecular level, 
but also show changed protein expression in pa-
tients suffering from Head and Neck cancer. These 
changes lead to a documented drug resistance to-
wards anti-tyrosine kinase target therapy. Cell lines 
with wild type PIK3CA show better sensitivity 
towards EGFR (erlotinib) tyrosine kinase inhibi-
tors in comparison to the mutant gene. Molecules, 
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сравнение с мутантния ген. Молекулите, които 
участват в PI3K сигналния път, включват тиро-
зин кинази като епидермален растежен фактор 
(EGFR), G-протеини, PI3K-активатори (PIP2; 
PIP3), Akt, mTOR и PTEN (5). Изследвания 
в областта описват мутации, амплификации 
на гените, участващи в него, както и тяхна-
та свръхекспресия. От тези ключови гени – 
PIK3CA кодира каталитичната единица р110α, 
която е един от най-често мутиралите компо-
ненти от този сигнален път. При раковите забо-
лявания на главата и шията PIK3CA мутациите 
основно се фокусират върху киназен домейн: 
екзон 9 и хеликазен домейн: екзон 20 (6,7) като 
описаната честота е около 17% при тези забо-
лявания. Хот-спот мутациите, наблюдавани в 
екзон 9 на аминокиселиннен остатък Е524 и 
Е545, както и в екзон 20: Н1047, са най-често 
срещаните промени при раковите заболява-
ния (5). Повишените нива на експресия, както 
и промени в броя копия също са докладвани 
при глава и шия. През последното десетиле-
тие различни иновативни PI3K-инхибитори са 
развити, като Buparlisib (BKM20) (8), PX-866 
(10), Copanlisib (BAY 80–6946) (11) и др., което 
показва, че тази молекула има обещаващ потен-
циал за прецизирана таргетна терапия. 
Друг тип дефекти, стимулиращи онкогенезата, 
са loss-of-function мутации на тумор супресорни 
гени, инхибиращи G1/S прогресията на клетъч-
ния цикъл. 
Такъв е генът CDKN2A, който е локализиран 
в 9р21 хромозомен регион, и е установено, 
че участва в ранните етапи от развитие на 
ларингеалната канцерогенеза. Често е засегнат: 
до 80% при раковите заболявания на глава и 
шия – делетиран, хиперметилиран, заглушен 
(silenced) или мутирал. CDKN2A генът кодира 
два белтъчни продукта, които са функционално 
свързани: p16INK4A и р14ARF. Р16 специфич-
но свързва CDK4/CDK6, което потиска катали-
тичната активност на CDK/CyclinD1 комплекса, 
необходим за фосфорилирането на Rb1. По този 
начин се инхибира прогресията на клетъчния 
цикъл от G1 към S фазата.
В изследване на Guervósa и колеги, включващо 
56 ларингеални и фирингеални проби, доклад-
ват, че най-често срещани делеции се откри-
ват при CDKN2A (9p21) и MLH1 (3p22), като 
честотата на детектираните промени се среща 
както в начални, така и в напреднати стадии на 
participating in the PI3K pathway include epider-
mal growth factor receptor (EGFR), G-proteins, 
PI3K-activators (PIP2, PIP3), Akt, mTOR and 
PTEN (5). Research papers describe amplifications 
of the genes taking part in the PI3K pathway, as 
well as their overexpression. Out of these key genes 
– PIK3CA codes the catalytic subunit р110α, which 
is one of the most commonly mutated components 
in this pathway.
In Head and Neck carcinomas, PIK3CA mutations 
are mainly focused on kinase domain: exon 9 and 
helicase domain: exon 20 (6, 7), with described fre-
quency about 17 %. Hot-spot mutations, concerning 
exon 9 of end amino acid Е524 and Е545, as well as 
exon 20: H1047, are the most commonly observed 
changes in cancer. (5) Overexpression and changes 
in number of copies are also documented. Various 
innovative PI3K-inhibitors are being developed in 
the last decade, such as Buparlisib (BKM20) (8), 
PX-866 (10), Copanlisib (BAY 80–6946) (11) etc, 
which is a proof of the promising potential of this 
molecule being used in a precised target therapy.
Other types of defects, stimulating oncogenesis 
are loss-of-function mutations of tumor suppressor 
genes that inhibit G1/S cell cycle progression. Such 
gene is CDKN2A, located on 9р21, taking part in 
the early stages of laryngeal cancer development. 
It is commonly affected, up to 80% of Head and 
Neck cancers show deletions, hypermethylation, 
silencing and other mutations. The CDKN2A gene 
encodes two protein substrates that are functionally 
connected: p16INK4A and р14ARF. P16 binds spe-
cifically CDK4/CDK6, which suppresses the cata-
lytic activity of the CDK/CyclinD1 complex, need-
ed for the Rb1 phosphorylation. This way G1/S cell 
cycle progression gets inhibited. 
In a research done by Guervósa and co., including 
56 laryngeal and pharyngeal tissue samples, is re-
ported that the most common deletions were found 
in CDKN2A(9p21) and MLH1(3p22), the changes 
were found in early as well as advanced stages of 
the cancerous growth. (1). These results lead us to 
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изследваните ракови проби (1). Тези резултати 
водят до хипотезата, че промени в двата гена 
възникват още в начални етапи на ларингеална 
и фарингеална канцерогенеза и могат потенци-
ално да се използват като биомаркери за възник-
ване и развитие на ранна злокачественост. 
P53 е туморен супресор, който чрез р21 предиз-
виква арест на клетъчния цикъл и активира 
апоптозата чрез индукция транскрипцията на 
про-апоптични гени като BAX. Р53 инхибира 
G1/S прогресията и е основен компонент на 
G2/M чекпойнта (13). 
the hypothesis, that changes in both genes occur 
in the earliest stages of laryngeal and pharyngeal 
cancer genesis, and could potentially be used as 
prognostic markers for initiation and progression of 
malignancy. 
P53 is a tumor suppressor, which induces arrest 
of the cellular cycle through p21 and activates the 
apoptosis via inducing the transcription of pro-ap-
optosis genes such as BAX. P53 inhibits G1/S pro-
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Честотата на ТР53 мутациите варира в изслед-
ваните научни извадки от 30 до 70% пора-
ди туморната хетерогенност на заболявани-
ята на глава и шия (2). Скорошно проучване 
посредством секвениране от ново поколение 
потвърждава, че ТР53 е един от най-често мути-
ращите тумор супресорни гени, като честотата 
на мутации положително се асоциира с HPV-не-
гативни карциноми (3). В допълнение туморите 
на ларинкса и хипофаринкса показват по-висока 
честота на ТР53 мутации (85%) в сравнение с 
тези на езика и устната кухина (75.6%), а слюн-
чените жлези и базата на езика са с най-ниска 
честота на срещане (28.6%) (2). С напредването 
на изследванията в областта повечето от мута-
циите в ТР53 гена при рак на главата и шията 
са миссенс, често възникващи в централния 
ДНК-свързващ регион на р53 белтъка, като 
едни от най-честите мутации са локализирани в 
кодони R248, R273, G245, R175, R282, и H179 и 
се определят като hotspot мутации. ТР53 мута-
ции често се откриват в премалигнени лезии (4) 
и в допълнение е публикувано, че мутациите в 
ТР53 гена не се различават от тези в съответни-
те лимфни метастази. Тези резултати индикират 
ранното възникване на ТР53 мутации, които 
водят до стъпаловидна експанзия и прогре-
сия на раковия процес (2). В литературата се 
докладват делеции на гените N33, TP53, STK11 
при пациенти с наличие на лимфни метастаси, 
като делеции на гена ТР53 корелират с положи-
телен статус на лимфни метастази при рак на 
ларинкса, но не и фарингеални тумори. 
Генетичните промени, които лежат в основа-
та на ларингеалната канцерогенеза, както и 
метастатичните механизни в тази област са 
все още не напълно изяснени и не са открити 
генетични маркери, които могат да се използват 
в медико-биологичната и клинична практика с 
цел диагностициране присъствие или отсъствие 
на лимфни метастази. Хипотетично изследвай-
ки биопсични материали от първичен тумор от 
ларинкс и материал от шийна метастаза, взети 
по време на оперативна лечебна интервенция, 
и сравняването на генетичния им статус би 
допринесло за изясняването на онкопрогресия-
та на заболяването и потенциалното откриване 
на гени, асоциирани с по-висок метастатичен 
потенциал. 
Статията е подкрепена по Грант „Млад изследо-
вател 2019“, договор № Д-138, МУ-София
The frequency of TP53 mutations varies in the re-
search data from 30% to 70 % due to the tumor 
heterozygosity of head and neck cancers(2). Re-
sent study, using new age sequencing confirms, that 
TP53 is one of the most often mutating tumor sup-
pressor genes. The frequency of mutations in the 
TP53 gene is positively associated with HPV-nega-
tive carcinomas (3). The laryngeal and pharyngeal 
tumors show a higher frequency of TP53 mutations 
(85%) in relation to those of tongue and oral cavity 
(75,6%). The salivary glands tumors and tumors at 
the base of the tongue have the lowest frequency 
(28,6%)(2). Scientific advancements in this field 
establish that the majority of mutations taking place 
in the TP53 gene in Head and Neck squamous cell 
carcinoma (HNSCC) are missense, often involving 
the central DNA-binding region of the p53 protein, 
the most common mutations being localized in co-
dons R248,R273,G245, R175, R282 and H179 and 
described as hotspot mutations. TP53 mutations 
are commonly observed in precancerous lesions 
(4) and scientific publications present that muta-
tions in the TP53 gene do not differ from those in 
lymph node metastases. These results indicate the 
early onset of TP53 mutations, initiating a stepwise 
expansion and progression of cancer development. 
(2) Publication reports emphasize on gene deletion 
of N33, TP53, STK11 in patients with lymph node 
metastases, adding that TP53 gene deletion corre-
lates with positive lymph nodes in laryngeal cancer, 
but are not observed in pharyngeal tumors. 
Genetic changes that are the foundation of laryngeal 
carcinogenesis as well as the mechanisms responsi-
ble for metastasizing in the Head and Neck region 
are not yet fully understood. Genetic markers, that 
could be used in the clinical practice as a prognostic 
tools for determining metastatic potential have not 
yet been established. Research done on tissue sam-
ples from primary site and metastatic lymph node 
obtained by surgical excision and comparing their 
genetic status could potentially lead to better un-
derstanding of the mechanisms behind cancer pro-
gression and probably lead to the discovery of new 
genes associated with higher metastatic capacity. 
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